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Difetur-ul atenueaza leziunile hepatice induse de socul hemoragic
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Difetur Attenuates Liver Injury Induced by Hemorrhagic Shock

Hemorrhagic shock (HS) results in pronounced increases in circulating concentrations of aspartate (AST), alanine (ALT) aminotransferase,
glutamate dehydrogenase (GLDH), IL-1a, IL-6 and TNF-a concentrations associated with histologic alterations of the liver, including midzonal
necrosis, hydropic changes, polymorpholeukocyte infiltration. These changes in histologic and clinical chemistry are secondary to tissue hypoxia
associated with hypovolemic shock. Administration of Difetur (iNOS inhibitor) after the induction of severe HS significantly attenuated the
proinflammatory response both systemically and locally in the liver. Treatment with Difetur prevented neutrophil infiltration into the liver and

subsequent liver damage.
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Introducere

Pacientii care supravietuiesc in fazele initiale ale socului
hemoragic (SH) pot dezvolta sindromul inflamator sistemic,
care induce leziuni celulare in organele de importanta vitala
[1]. Actualmente, mecanismele implicate in patogenia socului
hemoragic sunt definite incomplet. Socul hemoragic induce
stresul oxidativ si raspunsul inflamator, cu cresterea expresiei
mediatorilor proinflamatori si a citochinelor. Acesti factori pot
favoriza dezvoltarea leziunilor celulare ireversibile, cu tulbu-
rarea functiilor organelor si ale sistemelor de organe [2].

Un rol decisiv in mentinerea homeostaziei organismului
uman este atribuit ficatului, organ care frecvent este afectat
in cadrul stérilor extreme, inclusiv in socul hemoragic. Hipo-
tensiunea arteriald sistemica favorizeaza dereglarea circulatiei
sangvine regionale, cu dezvoltarea ischemiei, a hipoxiei si a
hiponutritiei hepatice. In consecint, tulburarile metabolice
induse de hipoxie, genereaza specii reactive de oxigen care
amplifica procesul de peroxidare a lipidelor, cu lezarea mem-
branelor celulare [3]. O importantd majord in dezvoltarea
sindromului inflamator sistemic este atribuita excesului de
monoxid de azot (NO) care, in combinatie cu superoxidul,
formeaza radical peroxinitrit (ONOO), cu toxicitate foarte
inaltd provocand leziuni celulare.

NO se formeazd la transformarea L-argininei in L-
citrulind, pe calea suntatd a ciclului ornitinic, sub actiunea
unor enzime specifice denumite nitricoxidsintaze (NOS).
Ultimele, in functie de caracterul biochimic, localizare cu-
prind 3 izoforme: NOS1, NOS2 si NOS3. NOS1 (nNOS) a
fost identificata in creier; NOS2 (iNOS), depistata initial in
macrofage, se caracterizeaza printr-un nivel functional activ
in cadrul proceselor inflamatorii. NOS3 (eNOS), identificata
initial in endoteliu, are masa moleculard egala cu 133 kDa, este
insolubila, fiind dispusd numai la nivel membranal [4].

Socul hemoragic scade activitatea nitricoxidsintazei
endoteliale (eNOS), dar creste expresia si activitatea iNOS [5].
Unii autori [5, 6] au demonstrat cé inhibitia NOS este urmata
de reducerea leziunilor celulare in organe si de cresterea
viabilitatii. Aceste fenomene demonstreaza rolul NO in dez-
voltarea leziunilor celulare din socul hemoragic.

Scopul prezentului studiu consta in aprecierea efectu-
lui Difetur-ului asupra leziunilor hepatice induse de socul
hemoragic.

Material si metode

Pentru realizarea experimentelor au fost utilizati 30 de
sobolani albi. Animalele au fost intretinute in conditii stan-
darde: temperatura mediului constanté (21-22°C), umiditatea
aerului stabild, regimul intuneric-lumina (12:12 ore), plasate
solitar in cuscd. Pentru obtinerea aclimatizdrii, cu sapte zile
inainte de efectuarea experimentului, animalele au fost
plasate in camera de carantind. Sobolanii au fost anesteziati
(administrare i/p) cu solutie de cloral hidrat 4% (350 mg/kg
masd corporald). Prin abord inghinal pe dreapta a fost de-
tectatd vena femurald, care a fost separata si ligaturata distal.
Cateterul folosit pentru canulare a fost confectionat din tub
de polietilend PE 20, inserat in PE 50 (Sigma) si heparinizat
(10 TU/mL). Dupd ce a fost introdus in vend, capatul distal
al cateterului, prin tunel subcutanat a fost exteriorizat in aria
interscapulara.

Toate experimentele au fost efectuate strict intre orele
09 si 15, pentru a evita diferentele indicilor studiati, dictate
de modificirile ciclurilor circadiene.

Socul hemoragic (pe durata de 120 de minute) a fost
reprodus prin efuzia a 30% din volumul total de singe din
vena femurald. Difetur-ul a fost administrat intravenos in
doza de 20 mg/kg masd corporald, dupd 120 de minute de la
inducerea socului.
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Nivelul IL-1a, IL-6, IL-10 si TNF-a in serul sangvin
a fost determinat prin metoda imunoenzimaticid (conform
instructiunii), cu utilizarea chitului de reactive (ELISA; R&D
Systems). Alaninaminotransferaza (ALT), aspartatamino-
transferaza (AST) si glutamat dehidrogenaza (GLDH) au
fost apreciate utilizdnd chitul de reactive (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany).

Probele de tesut din ficat, pentru investigatia morfologicd,
au fost prelevate de la animale initial (p4na la hemoragie),
dupa 120 de min soc hemoragic si de la animalele cu soc
hemoragic resuscitate cu Difetur, dupa 90 de min. Fragmen-
tele tisulare au fost fixate in solutie 8% de formol si incluse in
parafind, iar sectiunile histologice - colorate cu hematoxilind-
eozina si cu picrofucsina, metoda van Gieson, si studiate la
microscopul optic.

In functie de sarcinile abordate au fost delimitate 3
loturi:

e Lotul I (n=10) — martor.
o Lotul II (n=10) - soc hemoragic pentru perioada de

120 de min.

o Lotul IIT (n=10) - soc hemoragic pentru perioada de 120
de min, resuscitat cu Difetur.

Datele obtinute au fost prelucrate computerizat, cu
aplicarea setului de programe statistice Microsoft Excel. Proba-
bilitatea mai mare de 95%, cAnd p < 0,05, s-a considerat drept
discrepanta statistica.

Rezultate

Rezultatele obtinute in cadrul experimentelor indica ca,
in cadrul socului hemoragic (figura 1), a crescut nivelul seric
al tuturor enzimelor studiate: ALT - cu 22% ( p < 0,01); AST
- cu 33% (p < 0,05); si nivelul GLDH - cu 74% (p < 0,001),
comparativ cu nivelul acestora la animalele din lotul martor.
Administrarea inhibitorului iNOS Difetur la animalele cu soc
aredus nivelul ALT cu 16% si nivelul GLDH - cu 13%. In lotul
animalelor cu SH, nivelul citokinelor proinflamatoare (figura
2) a crescut comparativ cu nivelul acestora in lotul martor: IL-
la-cul153% (p <0,001); TNFa - cu38% (p < 0,01), sinivelul
IL-6 - cu 64% (p < 0,01); nivelul proteinei C-reactive — cu
104% (p < 0,001), iar nivelul IL-10 s-a micsorat cu 51%.

La resuscitarea prin inhibitorul NO-sintazei Difetur,
nivelul de citochine proinflamatoare si al proteinei C-reac-
tive a descrescut comparativ cu nivelurile acestora in cadrul
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Fig. 1. Nivelul enzimemiei in socul hemoragic pana si
dupa resuscitare cu Difetur.
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Fig. 2. Modificarea nivelului de citochine si a proteinei
C-reactive in serul sangvin in SH si dupa resuscitarea prin
inhibitorul iNOS-Difetur.

SH: valoarea IL-1a - cu 52% (p < 0,01), a TNFa - cu 13% (p
< 0,05), a proteinei C-reactive - cu 37% (p < 0,01). Valoarea
interleukinei-10 a crescut cu 125% (p < 0,001).

Examenul histologic al ficatului, efectuat dupa 120 de min
soc hemoragic (figura 3B), evidentiaza focare de necrobioza a
hepatocitelor, cu reactie leucolimfocitard, si distrofie granulard

C - soc hemoragic, 120 de minute, resuscitat cu Difetur.
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si vacuolard a hepatocitelor. Dupa administrarea Difetur-ului
(figura 3C), modificérile morfolofice ale ficatului se manifestd
prin distrofie granulard/vacuolard microveziculard a hepato-
citelor, infiltratia leucolimfocitara fiind mai slab pronuntatd,
comparativ cu modificarile histologice din ficat la animalele
cu soc hemoragic fara resuscitare.

Discutii

In acest studiu a fost utilizat un model al socului hemor-
agic pe sobolani, pentru a testa capacitatea efectului antiin-
flamator al inhibitorului iNOS Difetur. S-a demonstrat ca
administrarea Difetur-ului dupa 120 de minute de soc hemor-
agic reduce semnificativ nivelul IL-1a (p < 0,01), al TNFa (<
0,05) si al proteinei C-reactive (p < 0,01) in serul sangvin. In
plus, administrarea Difetur-ului reduce numarul de leucocite
acumulate in parenchimul hepatic, fenomen ce coincide cu
reducerea in serul sangvin a nivelului ALT si GLDH.

Resuscitarea in socul hemoragic este urmata de o cregtere
masiva a producerii de citochine proinflamatoare, aga ca IL-
1a, TNFa, IL-6 de catre celulele sistemului imun [7]. Cu toate
ca strategiile de tratament in SH sunt imbunatétite, in perioada
de postresuscitare, pacientii pot dezvolta o reactie inflamatorie
sistemicd care poate conduce la disfunctie poliorganica si, in
final, la deces. In experimentele noastre s-a observat ca socul
hemoragic este insotit de rdspuns inflamator sistemic reflectat
prin cresterea semnificativa in serul sangvin a nivelului de
IL-1a, TNFa i de IL-6. TNFa in conditii fiziologice este un
mediator-cheie in formarea rdspunsului imun local impotriva
agentilor infectiosi si neinfectiosi. Cu toate acestea, produ-
cerea necontrolata, exageratd de TNFa poate provoca leziuni
celulare §i promoveaza formarea si eliberarea mediatorilor
proinflamatori secundari, cum ar fi IL-6. IL-6 este o citochind
pluripotenta, care faciliteazd infiltrarea neutrofilelor in organe,
favorizand astfel lezarea acestora. Reducerea nivelului de cito-
chine proinflamatoare din plasma in socul hemoragic prezinta
o importantd clinicd majord, deoarece nivelurile crescute ale
acestora coreleaza cu micsorarea gradului de supravietuire a
pacientilor. Interleuchina 10 a fost identificata ca fiind ,,fac-
tor inhibitor al secretiei de citochine”. Efectele biologice ale
IL-10 pot fi sistematizate in efecte imunosupresoare, antiin-
flamatoare si imunostimulatoare. Efectele antiinflamatoare
ale IL-10 se datoreazd inhibitiei altor functii ale macrofagului,
cum este cea a sintezei de citochine proinflamatoare de tipul
IL-1, 6,8, TNF-alfa, precum si de radicalii liberi ai oxigenului
si de derivati nitrici, indusa de activarea antigenicd in cadrul
rdspunsului inflamator. Experimentele noastre au demonstrat
o micsorare a nivelului IL-10 in socul hemoragic i o crestere
a nivelului la resuscitarea cu Difetur.

Leziunile hepatice din socul hemoragic sunt mediate de
interleuchine, radicali liberi, leucocitele activate si exacerbarea
procesului de apoptozd. Resuscitarea in SH poate exacerba
leziunile hepatice prin generarea speciilor reactive de oxigen si

prin cresterea producerii de NO pe cale iNOS [8]. In perioada
precoce a SH, de asemenea, are loc si activarea neutrofilelor,
leziunile hepatice fiind amplificate de acumularea acestora
in organ. Neutrofilele activate prezinta o sursd potentiala de
radicali liberi si de monoxid de azot. Excesul de monoxid de
azot (NO), in combinatie cu superoxidul, formeaza radicalul
peroxinitrit (ONOO), cu o toxicitate inalti, care poate favoriza
amplificarea leziunilor hepatice. Prin urmare, rezultatele stu-
diilor noastre demonstreaza cd Difetur-ul (inhibitor selectiv
al iNOS) reduce leziunile hepatice induse de socul hemoragic
experimental la sobolani [9].

Concluzii

1. Socul hemoragic induce atét leziunile hepatice locale,
cat si modificarile biochimice in serul sangvin manifestate
prin cresterea nivelului de transaminaze si de citochine pro-
inflamatoare.

2. Difetur-ul a demonstrat un efect hepatoprotector
manifestat prin reducerea nivelului seric de ALT, GLDH, IL-
la, TNFa i de proteina C-reactiva, cu diminuarea infiltratiei
leucolimfocitare in ficat.
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